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 PENDAHULUAN
Papain kasar adalah enzim proteolitik tidak murni atau campuran enzim yang diperoleh dari getah buah mentah Carica papaya L. Papain bisa diperoleh dari buah, batang, daun dan akar, tetapi pada akarnya sangat sedikit. Pengolahan getah pepaya menjadi papain kasar, sangat menentukan kualitas dari papain, selama ini digunakan antioksidan natrium metabisulfit 0,7 % sebanyak 4 kali getah dan dikeringkan dengan oven pada suhu 550 C sampai kering dan disimpan dalam desikator ( Muhidin 1999). Dari hasil penelitian terhadap penentuan aktifitas proteolitik papain ternyata terjadi penurunan aktifitas yang cukup tinggi (Harmely 2007), oleh sebab itu perlu dicari metode atau modifikasi metode pengolahan papain yang dapat menjamin penurunan aktifitas yang paling kecil sehingga keutuhan papain dapat dipertahankan dalam jangka waktu lebih lama. Metode yang dipakai adalah pengeringan getah dengan menggunakan oven vakum atau menggunakan konsentrasi antioksidan yang lebih tinggi ( Steward, 1984 )

Papain yang dihasilkan dari metode baru ini selanjutnya diformula menjadi  krim dengan menggunakan basis krim yang telah terbukti memberikan hasil yang lebih baik. Metode penentuan aktifitas proteolitik menggnakan metode volumetri ( Muhidin, 1999).

Dari hasil penelitian sebelumnya ternyata krim papain dapat mengobati kulit kaki retak-retak pada berbagai konsentrasi yaitu 5% dan 10% dan pada konsentrasi 10 % memberikan efek penyembuhan yang lebih baik dari sediaan pembanding ( Salman, 2004).

METODOLOGI PENELITIAN

           Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dengan desain ujibanding 2 metode pengeringan papain yaitu cara pengeringan oven biasa dengan oven vakum dengan desain uji t student pasangan sepadan.
1. Penyiapan bahan dan alat
2. Pengambilan papain dari buah pepaya
Sampel diambil dari buah pepaya yang berumur antara 2,5 dan 3 bulan. Penyadapan getah dilakukan pagi hari jam 06.00-08.00 WIB. Buah pepaya  dibersihkan dari kotoran-kotoran yang ada, lalu goreskan pisau dari pangkal ke ujung buah sedalam 1-2 mm. Getah yang menetes keluar ditampung dengan wadah steinless steel, getah yang membeku  dan menempel pada buah pepaya diambil dan dikumpulkan menjadi satu dengan getah lainnya.

3. Pengolahan papain menjadi papain kasar ( 2 metode )

Getah yang sudah diperoleh dikeringkan dengan metode oven biasa pada suahu 550 C  sampai berat konstan serta dengan metode oven vakum pada suahu 400 C sampai berat konstan.
      4. Pemeriksaan Papain Kasar. 
Pemeriksaan  papain kasar dari getah buah pepaya  dilakukan menurut  Ekstra Farmakope Indonesia tahun 1974, dan Martindale Extra Pharmacope tahun 1993. 
      5. Penentuan Aktivitas Proteolitik Papain Kasar   ( AOAC )                                                                                   
a. Pembuatan Reagen

·  Kasein  6 %

 Gerus 60 gram kasein tambahkan sedikit air kedalam lumpang kemudian tambahkan 60 mL NaOH kemudian cukupkan volume dengan air hingga 1 L. Kemudian panaskan selama 30 menit, kemudian dinginkan. Bila perlu lakukan penyaringan. 

· Larutan dapar sitrat  pH 5

700 mg asam sitrat dilarutkan dalam 70 mL air suling, tambahkan 13 mL NaOH 0,5 N kemudian cukupkan volume dengan air suling sampai 200 mL.

· Larutan KOH 0,1 N dalam metanol

6,8 gram KOH dilarutkan dalam 4 mL air, tambah metanol sampai 1 Liter. Dibiarkan dalam botol bertutup rapat, selama 24 jam, kemudian enap tuangkan  secara cepat dalam botol yang sesuai dan bertutup rapat.

·  Indikator Phenolftalein1%

1 gram Phenolftalein dilarutkan dalam etanol 70% sampai 100 mL.
· Kalium biftalat

1,0211 gram kalium biftalat dilarutkan dalam air suling, lalu cukupkan dengan air suling sampai 50 mL.

b. Penyiapan Larutan Papain Kasar

Serbuk papain kasar 250 miligram digerus dalam lumpang kecil kemudian larutkan dengan 25 mL air dingin yang telah direbus sampai membentuk pasta, kemudian disentrifuge, dengan kecepatan 3000 RPM selama 5 - 10 menit, kemudian endapan yang terbentuk dibuang. Pipet sebanyak 2,0  mL; 2,2 mL; 2,4 mL; 2,6 mL; 2,8 mL; 3,0 mL.

c. Penentuan Aktifitas Proteolitik Papain Kasar. ( AOAC )

Dipiipet 10 mL larutan kasein, lalu pindahkan ke dalam erlemeyer 125 mL dan ditambahkan butiran kaca. Kondisikan pada waterbath 400C, kemudian ditambahkan larutan papain kasar masing – masing volume tadi, selanjutnya ditambahkan larutan dapar sitrat sebanyak 6 mL, kocok kuat selama beberapa detik. Inkubasi selama 20 menit pada suhu 400C Perhitungan waktu dimulai dari penambahan dapar sitrat). Kemudian tambahkan beberapa tetes indikator phenolftalein,  dan titrasi dengan larutan KOH 0,1 N sampai terlihat warna pink. Kocok erlemeyer sampai warna berubah jadi kabur. Tambahkan dengan  etanol 70 % sebanyak 25 mL kemudian tambahkan secukupnya larutan KOH 0,1 N sampai warna pink kembali. Tambahkan 50 mL etanol 70 % mendidih, tambahkan sejumlah KOH 0,1 N sampai warna pink kabur, catat volume KOH yang terpakai pada masing –masing erlemeyer. Percobaan ini dilakukan sebanyak 3 kali, dan volume KOH yang didapat dirata – ratakan.

            Untuk kontrol juga dilakukan hal yang sama, tapi tanpa inkubasi, selisih volume titrasi antara sampel dengan kontrol yang ada dihitung sebagai jumlah hidrolisis yang terjadi.

Perhitungan aktifitas proteolitik dengan cara membuat garis lurus antara hidrolisis yang terjadi dengan jumlah papain yang ditentukan. Aktifitas papain dinyatakan dalam  unit/ mg dimana unit papain adalah jumlah papain yang menghasilkan perbedaan titrasi per 1 mL KOH 0,1 N yang dihitung secara aritmatika. Sebagai pembanding dilakukan hal yang sama terhadap papain murni   
6. Rancangan Formulasi papain kasar dalam bentuk krim

Krim dibuat dengan cara melebur basis lemak pada suhu 700 C  dan fase air dipanaskan pada suhu 700 C , pada suhu yang sama dicampur dan digerus sampai homogen sehingga diperoleh basis krim yang sesuai dengan formula seperti terlihat pada tabel dibawah ini.

Tabel 1. Formula Krim papain kasar ( Harmely dan Salman 2007. Zarmawati 2004)

	BAHAN
	Tipe A/M

I


	Tipe A/M

II

	Serbuk papain kasar 
	5 %
	5 %

	Paraffin
	40 g
	25 g

	Isopropil miristat
	10,5 g
	-

	Lanolin
	2,5 g
	-

	Vaselin Alba
	8 g
	-

	Malam Lebah
	16 g
	-

	Baraks
	1 g
	-

	Asam stearat
	-
	14,5 g

	Trietanolamina
	-
	1,5 g

	Adeps lanae
	-
	3 g

	Nipagin
	0,12 g
	0,12 g

	Nipasol
	0,05 g
	0,05 g

	NaH2PO4 2,55%
	9,5 ml
	9,5 g

	Na2HPO4 1,85%
	0,5 ml
	0,5 g

	Aquadest
	100 g
	100 g


4. Pembuatan krim papain

Bahan aktif ( papain ) di timbang sesuai dengan formula dan digerus selanjutnya basis ditambahkan sedikit demi sedikit sampai diperoleh krim yang homogen, kemudian dimasukkan kedalam wadah.
4. Evaluasi krim

a. Homogenitas

b. Tipe krim

c. Organoleptis

d. Penetapan pH sediaan

e. Uji iritasi
f. Penentuan aktifitas proteolitik papain dalam krim

g. Analisis kinetika papain dalam krim

HASIL DAN PEMBAHASAN
1. Papain diperoleh dari getah pepaya muda dan dikeringkan dengan menggunakan oven vakum dan oven biasa. Dari hasil pengeringan getah diperoleh 59,3548 gram papain kasar dari 500 gram getah papaya. Sedangkan dengan menggunakan oven biasa diperoleh sebanyak 58,4559 gram dari 500 gram getah.
Hasil pemeriksaan papain kasar berbentuk serbuk dengan warna putih kekuningan dan bau khas papain . Papain sebagai bahan obat perlu dilakukan pemeriksaan meliputi organoleptis ( bentuk, bau, warna ), kelarutan dan kadar abu. Hasil pemeriksaan  telah memenuhi persyaratan. sesuai yang tertera pada Farmakope Indonesia edisi IV. Hasilnya seperti terlihat pada tabel II.
 Tabel II. Hasil Pemeriksaan Serbuk Papain Kasar

	No
	Pemerik-saan
	Persyaratan 
	Oven biasa
	Oven vakum,

	1.
	Pemerian

· Bentuk

· Warna

· Bau
	Serbuk, amorf atau agak berbutir-butir

Putih sampai dengan coklat muda

Bau khas
	Serbuk

Putih kekuningan

Bau khas


	Serbuk

Putih kekuningan

Bau khas

	2.
	Kelarutan
	Larut sebagian dalam air

Praktis tidak larut dalam alkohol
	Agak sukar larut

Praktis tidak larut


	Agak sukar larut

Praktis tidak larut

	3.
	Kadar Abu
	Tidak lebih dari 14%
	13,88%


	13, 41 %



Untuk menguji kualitas papain kasar antara 2 teknik pengeringan, yaitu penegringan oven biasa dan pengeringan oven vakum maka dilakukan penentuan aktifitas proteolitik dari papain kasar tersebut, metode yang digunakan adalah metode titrimetri. Hasilnya seperti terlihat pada tabel III di bawah;

Tabel III, Hasil uji aktifitas proteolitik papain kasar dengan metode pengeringan oven biasa dan oven vakum.
	Pengulangan
	Pengeringan oven biasa

Unit/gram
	Pengeringan oven vakum

Unit/gram

	1

2

3
	40,10
39,08

40,85
	44,4
45,1

44,0

	Rata-rata 
	40. 01 unit/gram
	44,5 unit/gram



Dari hasil pengujian statistik dengan uji t pasangan sepadan  ( p< 0,05) terdapat perbedaan yang bermakna antara teknik pengeringan oven biasa dengan oven vakum, hal ini disebabkan dengan teknik pengeringan oven vakum dihasilkan aktifitas proteolitik yang lebih tinggi dari papain, karena selama pengeringan menggunakan suhu yang lebih rendah ( 400C ) dan pengeringan lebih cepat sehingga dapat mempertahan kestabilan material dalam sampel ( Steward ) Keuntungan pemakaian oven vakum adalah pemanasan pada suhu rendah dengan tekanan rendah. Pengeringan dilakukan pada suhu terkontrol 40ºC selama lebih kurang 4 jam. Papain kasar yang dihasilkan dengan pengeringan ini lebih baik dibanding hanya menggunakan lemari pengering biasa dan warnanya lebih putih serta mempunyai aktivitas yang lebih tinggi  ( 4, 5 ).  Untuk selanjutnya dalam penegmbangan formulasi yang digunakan adalah papain kasar yang diperoleh dengan teknik pengeringan oven vakum.

Sebelum melakukan formulasi papain, terlebih dahulu dilakukan pemeriksaan terhadap bahan-bahan tambahan formulasi, langkah ini ditujukan untuk melihat apakah semua bahan telah memenuhi persyaratan sebagai bahan tambahan formulasi, pemeriksaan berupa pemeriksaan sifat-sifat fisiko-kimia, dari hasil pemeriksaan semua bahan telah memenuhi persyaratan. ( hasil pemeriksaan bahan tambahan dalam hal ini tidak dimasukkan dalam laporan ini). 


Krim papain dibuat dengan menggunakan 2 jenis basis yaitu krim tipe air dalam minyak (A/M) dan krim tipe minyak dalam air ( M/A ). Tujuannya adalah untuk melihat apakah perbedaan tipe krim akan mempengaruhi aktifitas proteolitik ? serta melihat perubahan laju terhadap penurunan aktifitas dari papain selama 8 minggu pengamatan.


Hasil pengamatan organoleptis krim dipengaruhi sekali oleh jenis basis yang digunakan, dasar krim dengan tipe A/M, mempunyai warna putih kekuningan  sementara krim tipe M/A berwarna putih, perbedaan ini berhubungan dengan komposisi bahan penyusun formula. Akan tetapi krim tipe M/A setelah pengamatan selama 8 minggu terlihat perubahan warna dari putih menjadi putih kekuningan, hal ini disebabkan papain yang terdapat dalam krim sudah mulai teroksidasi.

Hasil pengamatan organoleptis krim papain kasar dapat dilihat pada tabel di bawah ini,
Tabel IV. Hasil Pemeriksaan Organoleptis Krim Papain Kasar Tipe A/M

	No
	Formula
	Organo
leptis
	Minggu ke

	
	
	
	I
	II
	III
	IV
	V
	VI
	VII
	VIII

	1.
	FOA
	Bentuk

Warna 

Bau
	SP

PK

KM
	SP

PK

KM
	SP

PK

KM
	SP

PK

KM
	SP
PK

KM
	SP

PK

KM
	SP

PK

KM
	SP

PK

KM

	2. 
	FIA
	Bentuk

Warna 

Bau
	SP

PK

KP
	SP

PK

KP
	SP

PK

KP
	SP

PK

KP
	SP
PK

KP
	SP

PK

KP
	SP

PK

KP
	SP

PK

KP


Keterangan :

FOA
: Basis krim tipe A/M

FIA
: Krim Papain Kasar Tipe A/M dengan Konsentrasi 5%

SP
: Setengah Padat

PK
: Putih Kekuningan

KM
: Khas Minyak

KP
: Khas Papain
Tabel V. Hasil Pemeriksaan Organoleptis Krim Papain Kasar Tipe M/A

	No
	Formula
	Organo
leptis
	Minggu ke

	
	
	
	I
	II
	III
	IV
	V
	VI
	VII
	VIII

	1.
	FOB
	Bentuk

Warna 

Bau
	SP

P

K
	SP

P

K
	SP

P

K
	SP

P

K
	SP
P

K
	SP

P

K
	SP

P

K
	SP

P

K

	2. 
	FIB
	Bentuk

Warna 

Bau
	SP

P

KP
	SP

P

KP
	SP

P

KP
	SP

P

KP
	SP
P

KP
	SP

P

KP
	SP

P

KP
	SP

PK

KP


Keterangan :

FOB
: Basis Krim Papain Kasar Tipe M/A

FIB
: Krim Papain Kasar Tipe M/A dengan Konsentrasi 5%

SP
: Setengah Padat

P
: Putih

PK
: Putih Kecoklatan

K
: Khas

KP
: Khas Papain

Hasil pemeriksan homogenitas krim papain kasar menujukkan semua formula homogen, hasil yang homogen ini diperoleh karena pada waktu proses pembuatan telah memenuhi persyaratan pembuatan sediaan krim yang baik.
Tabel VI. Hasil Pemeriksan Homogenitas Krim Papain Kasar

	No
	Formula
	Minggu ke

	
	
	I
	II
	III
	IV
	V
	VI
	VII
	VIII

	1.
	FOA
	H
	H
	H
	H
	H
	H
	H
	H

	2. 
	FIA
	H
	H
	H
	H
	H
	H
	H
	H

	3.
	FOB
	H
	H
	H
	H
	H
	H
	H
	H

	4. 
	FIB
	H
	H
	H
	H
	H
	H
	H
	H


Keterangan :

FOA
: Basis krim tipe A/M

FIA
: Krim Papain Kasar Tipe A/M dengan Konsentrasi 5%

FOB
: Basis Krim Papain Kasar Tipe M/A

FIB
: Krim Papain Kasar Tipe M/A dengan Konsentrasi 5%

H
: Homogen 
Krim adalah bentuk sediaan setengah padat mengandung satu atau lebih bahan obat terlarut atau terdispersi dalam bahan dasar yang sesuai        ( 7 ). Pada sediaan krim dilakukan evaluasi basis dan krim papain kasar meliputi pemeriksaan organoleptis, pH krim, homogenitas, tipe krim yang dilakukan setiap minggu selama 8 minggu. 

2. Hasil pemeriksaan pH krim papain kasar. Pada pengujian pH krim kecendrungan mengalami penurunan setiap minggunya. Penurunan pH ini dapat terjadi kemungkinan karena adanya penguraian zat – zat dalam krim sehingga kesetimbangan pH berubah. Perubahan pH ini terjadi baik pada basis maupun pada sediaan yang mengandung papain kasar selama 8 minggu pengamatan dengan demikian baffer yang digunakan belum mampu mempertahan pH sediaan, untuk itu perlu diperhitungkan kapasitas pembuferan formula tersebut.  Komposisi basis juga berpengaruh terhadap nilai pH sediaan, basis krim tipe M/A mempeunyai pH yang lebih tinggi dari tipe A/M, begitu juga halnya krim papainnya juga mempunyai pH yang relatif tinggi jika dibandingkan dengan tipe A/M. Pemeriksaan pH krim papain kasar dapat dilihat pada tabel VII dan VIII.
Tabel VII. Hasil Pemeriksaan pH Krim Tipe A/M
	No
	Formula
	Minggu ke
	Rata- Rata

	
	
	I
	II
	III
	IV
	V
	VI
	VII
	VIII
	

	1.
	FOA
	7,76
	7,45
	7,33
	7,15
	7,05
	6,81
	6,78
	6,57
	7,1125

	2. 
	FIA
	6,33
	6,60
	6,41
	6,50
	6,27
	6,17
	6,13
	6,02
	6,3037


Tabel VIII. Hasil Pemeriksaan pH Krim Tipe M/A

	No
	Formula
	Minggu ke
	Rata- Rata

	
	
	I
	II
	III
	IV
	V
	VI
	VII
	VIII
	

	1.
	FOB
	8,03
	7,69
	7,90
	7,86
	7,45
	7,03
	7,00
	6,79
	7,468

	2. 
	FIB
	6,86
	6,43
	6,21
	6,09
	6,13
	6,42
	6,35
	6,23
	6,28


Keterangan :
FOA
: Basis krim tipe A/M

FIA
: Krim Papain Kasar Tipe A/M dengan Konsentrasi 5%

FOB
: Basis Krim Papain Kasar Tipe M/A

FIB
: Krim Papain Kasar Tipe M/A dengan Konsentrasi 5%

2. Hasil pemeriksaan tipe krim papain kasar. 
Hasil pengujian tipe krim tidak ada yang menunjukkan adanya perubahan tipe krim, dengan demikian selama 8 minggu pengamatan krim stabil secara fisika baik pada tipe A/M maupun pada tipe M/A. Hasilnya dapat di lihat pada tabel IX dan X.
Tabel IX. Hasil Pemeriksaan Tipe Krim A/M
	No
	Formula
	Minggu ke

	
	
	I
	II
	III
	IV
	V
	VI
	VII
	VIII

	1.
	FOA
	A/M
	A/M
	A/M
	A/M
	A/M
	A/M
	A/M
	A/M

	2. 
	FIA
	A/M
	A/M
	A/M
	A/M
	A/M
	A/M
	A/M
	A/M


Tabel X. Hasil Pemeriksaan Tipe Krim M/A 

	No
	Formula
	Minggu ke

	
	
	I
	II
	III
	IV
	V
	VI
	VII
	VIII

	1.
	FOB
	M/A
	M/A
	M/A
	M/A
	M/A
	M/A
	M/A
	M/A

	2. 
	FIB
	M/A
	M/A
	M/A
	M/A
	M/A
	M/A
	M/A
	M/A


Keterangan

FOA
: Basis krim tipe A/M

FIA
: Krim Papain Kasar Tipe A/M dengan Konsentrasi 5%

FOB
: Basis Krim Papain Kasar Tipe M/A

FIB
: Krim Papain Kasar Tipe M/A dengan Konsentrasi 5%

5. Hasil pemeriksaan distribusi ukuran partikel krim  papain kasar  
Formula krim A/M dengan konsentrasi 5% ( FIA ) diperoleh rata – rata diameter panjang 18,839 µm, sedangkan formula krim M/A dengan konsentrasi 5% ( FIB ) diperoleh rata – rata diameter panjang 19,756 µm.).
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 Gambar 1. Hasil Pemeriksaan Distribusi Ukuran Partikel  Krim Papain Kasar Tipe A/M 

                   ( FIA )
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Gambar 2. Hasil Pemeriksaan Distribusi Ukuran Partikel Basis Krim Papain Kasar Tipe  M/A ( FIB)
6. Hasil uji aktivitas papain Pabrik Merck dan papain dalam krim. 

Persyaratan aktivitas proteolitik papain kasar adalah antara 50 – 70 unit / g ( 4 ). Hasil pengujiaan papain kasar Pabrik Merck telah memenuhi persyaratan yaitu 70,3 unit / g, sedangkan hasil uji aktivitas papain kasar dengan penambahan natrium metabisulfit diperoleh aktivitas 44,5 unit/g. Dimana hasil ini belum memenuhi persyaratan untuk papain. Hal ini dapat disebabkan masih terdapat pengotor selama pengambilan dan pengolahan dan penyimpanan papain, sehingga papain mengalami penguraian dan oksidasi oleh udara..  Sedangkan hasil uji aktivitas papain kasar didalam krim menunjukkan penurunan aktivitas setiap minggunya, dimana krim tipe A/M memiliki aktivitas yang lebih baik dibandingkan dengan krim tipe M/A, hal ini dapat disebabkan karena perbedaan jumlah air yang terkandung pada kedua tipe krim. Papain tidak stabil terhadap air, suhu, kelembaban, pH dibawah 4,8 dan pH diatas 10,5( 9 ). Krim tipe M/A lebih banyak mengandung komponen air, air dapat menyebabkan terjadinya hidrolisis terhadap papain sehingga papain menjadi tidak stabil, kelembaban dan juga perubahan pH yang ditimbulkan adanya perubahan lingkungan dari papain kasar menjadi krim papain kasar serta zat – zat tambahan lainnya juga dapat mempengaruhi penurunan aktivitas krim papain kasar.

Pada krim papain kasar dilakukan sekali 2 minggu selama 8 minggu, yang disimpan dalam wadah yang tertutup rapat dan dibungkus dengan aluminiumfoil dan disimpan pada suhu kamar. Cara penyimpanan dan lama penyimpanan ini juga dapat mempengaruhi aktivitas papain dalam krim, semakin lama disimpan maka aktivitas papain dalam krim semakin turun. Papain harus disimpan dalam wadah tertutup rapat dan terlindung daari cahaya.

Tabel XII. Hasil Uji Aktivitas Papain Kasar dalam Krim Tipe A/M selama 8 minggu
	No
	Formula
	Minggu ke-2
	Minggu ke-4
	Minggu ke-6
	Minggu ke-8

	1
	FIA
	43,67
	38,97
	35,0
	34,2

	2
	FIB
	43,1
	38,0
	32,3
	27,3


Pada krim papain kasar dilakukan sekali 2 minggu selama 8 minggu, yang disimpan dalam wadah yang tertutup rapat dan dibungkus dengan aluminiumfoil dan disimpan pada suhu kamar. Cara penyimpanan dan lama penyimpanan ini juga dapat mempengaruhi aktivitas papain dalam krim, semakin lama disimpan maka aktivitas papain dalam krim semakin turun. Papain harus disimpan dalam wadah tertutup rapat dan terlindung daari cahaya.
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      Gambar 3. Grafik Waktu Terhadap Aktivitas Papain Dalam Krim Tipe A/M dengan Konsentrasi 5% ( FIA )
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Gambar 4. Grafik Waktu Terhadap Aktivitas Papain Dalam Krim Tipe A/M dengan Konsentrasi 5% ( FIB )

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian dapat diambil kesimpulan:

1. Aktifitas proteolitik papain kasar yang diperoleh dengan teknik pengeringan oven vakum

       lebih tinggi dari pada penegringan oven biasa.

2. Krim papain tipe air/minyak  (A/M) lebih baik dari pada tipe M/A.
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